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一派口強心薬ベスナリノンと穎粒球減少症一
網 主 正 也
東京医科大学内科学教室第一講座
【要旨】経口強平野ベスナリノンは心筋細胞内Ca濃度を増加させ，陽性変力作用を増強することにより欝
血性心不全治療薬として臨床的にその有用性が注目されているが，副作用として穎粒球減少症の発現が報告
されている．この穎粒球減少症発現機序を検討するため，ストローマ細胞存在下に行うin　vitro長期骨髄細
胞培養系を応用して，造血細胞に対するベスナリノンの影響を検討した．骨髄細胞培養系にベスナリノンを
添加した群では，成熟穎粒球数の有意の低下が認められた．しかしながらより未熟な造血幹細胞に対しては，
むしろ細胞数の増加傾向が認められた．この結果よりベスナリノンが穎粒球系細胞の最終分化に影響をおよ
ぼしている可能性が示唆されたため，財主球，単球への分化能を有する未熟細胞株，HL60を用いて，その穎
粒球への分化過程におけるベスナリノンの作用を検討した．その結果ベスナリノンはHL60の増殖には影響
を与えず，また種々の誘導因子存在下におけるHL60の穎粒球への分化に対する抑制作用も認めなかった．
しかし穎粒球への成熟に必要な種々のサイトカインを含めた分化誘導因子のストn一マ細胞による産生に対
しベスナリノンは抑制的に作用していることが明らかとなり，ベスナリノンの謡言球減少症発症の機序の一
端が明らかとなった．このことはサイトカイン産生阻害による造血障害の発症という血液学における新しい
概念の提唱と考えられる．
はじめに
　近年開発されたキノリノン誘導体であるベスナリ
ノン（OPC－8212：3，4－dihydro－6一［4一（3，4－
dimethoxybenzoyl）一1一　piperazinyl］一2（1　H）一
quinoline）は心拍数や心筋酸素消費量には影響を与
えず，心筋収縮力増強作用を有する陽性胆力作用薬
であり1）一一5），欝血性心不全患者に対する有効性が注
目された6～10）．しかし副作用として穎粒球減少症発
症が報告されている11”一14）．ベスナリノンによる宿戸
球減少症は，服用後30－90日に発症し，服用中止に
より10－14日で自然に回復することが知られてい
る7）11）12）．このことよりベスナリノンによる穎粒球減
少の発症は，免疫学的反応によるものでも，また代
謝物による細胞毒性に由来するものでもないと考え
られているが，その機序については未だ明らかとさ
れていない．近年当教室の相沢らによりヒト造血現
象を試験管内で再現する方法，ヒト長期骨髄細胞培
養法が開発された15・16＞．このシステムは造血幹細胞
を骨髄ストローマ細胞と共培養することに特徴を有
し，約8週にわたり幹細胞の試験管内における増殖，
分化の誘導が可能である16）．ストローマ細胞は造血
組織において造血微小環境と総称される造血維持機
構の主役を演じるものと考えられており，造血因子
の産生あるいは接着因子を介して直接的に，間i接的
に造血幹細胞の増殖，分化を制御していると考えら
れている17）一’20）．したがってこの培養法は華魁0に
おける生理的造血状態をよく再現しているものと考
えられる21）．本研究ではこの培養法を用いて，造血現
象におけるベスナリノンの影響を検討し，穎粒球減
少発症の機序の解明を試みた．
研究材料および方法
　1）細　胞
　ヒト骨髄細胞は健常者ボランティア腸骨より骨髄
穿刺法により採取した．フィコールコンレイ溶液（リ
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ンホセパール，比重1．007，免疫生物研究所）を用い
た比重遠沈法により単核球分画に分離後，10％fetal
calf　serum（FCS）加Iscove’s　modified　Dulbecco’s
Medium（IMDM）で細胞浮遊液を作製し，60　mm
培養皿で2時間，37℃で培養後，非付着性細胞を回
収し，造血細胞として使用した16）．
　ヒト骨髄ストローマ細胞株HAS303は相沢らに
より樹立された15）16）．10％FCS加IMDMで，37℃，
5％CO2の条件下で培養し，0．25％トリプシン
（Sigma）を用いて5日毎に1／3を継代培養した．
　二二球一単球系へ分化可能な細胞株であるHL60
細胞は，10％FCS加IMDMで，37℃，5％CO2の条
件下で培養し，対数増殖期にある細胞を実験に用い
た．
　2）ペスナリノン
　ベスナリノンは大塚製薬株式会社より提供され
た．1N－HCIで10　mg／ml溶液を作製後，　FCSを加え
て10倍希釈した後4℃で保存した．
　3）　ヒト骨髄長期培養法
　2×105のHAS303細胞を4mlの10％FCS加
IMDMに浮遊後35　mm培養皿（Falcon　3046）で
37℃，5％CO、の条件下で培養した．約3日後
HAS303細胞が培養皿底面に付着，発育した時点で
2×106／4mlの骨髄単核球を播種し共培養を行っ
た．この時ベスナリノン添加，非添加群を作成し，
7日毎に浮遊細胞を回収し，培養皿には新たに4ml
の10％FCS加IMDMを入れ，培養を継続した．こ
の際ベスナリノンも新たに添加した．回収した浮遊
細胞は細胞数を算定後，穎粒球一単球系造血前駆細胞
（colony　forming　units－granulocyte／macrophage，
CFU－GM）について測定した．なお本培養系におい
ては，造血幹細胞は培養皿底面に発育したストロー
マ細胞HAS303に付着して増殖，分化し，分化した
細胞が浮遊細胞として培養液中に出現する．したが
って培養液を毎週交換しても造血細胞が枯渇するこ
となく造血培養の継続培養が可能である．
　4）　HL60細胞とストローマ細胞の共培養法
　上記骨髄長期培養法と同様にストローマ細胞株
HAS303を35㎜二三にて鞭後，2×104／m1の
HL60細胞を加えて，ベスナリノン添加群，非添加群
に分けて培養を継続した．4日後軽くピペッティン
グしてHL60細胞をストローマ細胞より剥離後回
収し，細胞数を測定後，フローサイトメトリーを用
いて細胞表面上の分化抗原であるCDllbの発現を
検討した．
　5）穎粒球一二球系造血前駆細胞（CFU・GM）の
　　培養方法
　骨髄非付着性細胞あるいは長期骨髄培養より回収
した造血細胞は，軟寒天法にて培養し，CFU－GMを
測定した．20％FCS加IMDMにて細胞浮遊液とし，
15ng／mlのhuman　recombinant　granulocyte－
macrophage　colony－stimulating　factor　（GM－CSF，
Genzyme社），0．3％agar（DIFCO社）の存在下に
35mm培養皿（Falcon　3001）で37℃，5％CO2の
条件下に14日間培養し，倒立顕微鏡下で観察し，40
個以上の細胞集団をCFU－GMコロニーとして算定
した16）．なお培養に際してベスナリノン添加，非添加
群を作製し，CFU－GMコロニー形成に対する影響を
検討した．
　6）フローサイトメトリーによるHL60細胞の
　　分化抗原発現の検討
　HL60細胞はphosphate－buffered　saline（PBS）
で細胞浮遊液とし，fluoresceinisothiocyanate
（FITC）標識一抗ヒトCD33マウスモノクローン抗体
（DACO社），　Phycoerythrin（PE）標識一二ヒト
CDllbマウスモノクローン抗体（Beckton　Dickin－
son社）により4℃，30分反応後，　PBSで3回洗浄
し，フローサイトメトリー（FACScan，　Beckton
Dickinson社）で測定し，　Lysisソフトウェア（Beck－
ton　Dickinson社）により解析した．
　7）　ストローマ細胞培養上清の生物活性の検討
　10％FCS加IMDMで5×104／mlに調整したスト
ローマ細胞HAS303を100　mm培養皿（Corning
25020）で3日間培養後培養皿底面に細胞が発育した
時点で培養液を新たに交換し，ベスナリノン添加，
非添加群に分けてさらに2日間培養した．培養上清
を回収後3000rpm，15分遠沈後Centriprep
3（Amicon社）で10倍に濃縮し，0．22μmフィルタ
ーで濾過後HL60細胞培養に添加し分化抗原発現，
増殖誘導活性を検討した．また一部はenzyme－
linked　immunoabsorbent　assay（ELISA）法（R＆
D　System社）によりinterleukin－6（IL－6），
granulocyte　colony－stimulating　factor　（G－CSF），
GM－CSF，　macrophage　colony－stimulating　factor
（M－CSF）　，　tumor　necrosis　factor－a　（TNF－a），
interferon一γ（INF一γ）について定量した16）．
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結 果
　1）　穎粒球一単球系造血前駆細胞（CFU・GM）に対
　　するベスナリノンの影響
　ベスナリノンがCFU－GMの増殖，分化に直接影
響をおよぼすかどうかを検討する目的で，ベスナリ
ノン存在下に形成されたCFU－GMコロニー数につ
いて測定した．図1に示すように，100μg／mlのべス
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Fig．1ベスナリノンのCFU－GMコロニー形成に
　　およぼす影響
　　骨髄非付着性単核球を15ng／mlのGM－CSF
　　存在下にベスナリノン添加，非添加群に分け14
　　日頃培養し，40個以上の細胞集団をCFU・GM
　　コロニーとして算定した．図は単核球105個あ
　　たりのコロニー数を示し，誤差線はmean±SD
　　を示す．100μg／m1のべスナリノン添加により
　　コロニーの減少傾向が認められるがコントロー
　　ルとの間に有意差は認めない．
ナリノン添加によりコロニー数は減少傾向が認めら
れたが有意差は認めない．10，30μg／m1のべスナリ
ノン添加ではコロニー数に変動を認めなかった．心
不全時におけるベスナリノンの有効血中濃度は1－
10μg／m1と報告されており，薬理効果の期待される
濃度においてはベスナリノンが造血細胞増殖，分化
に直接的阻害作用を有さないことが示唆された．
　2）骨髄長期培養系におけるベスナリノンの影響
　ストローマ細胞HAS303と造血細胞との共培養
において，ベスナリノンがどのような影響をおよぼ
すかを検討する目的で，長期培養系に30μg／mlの
べスナリノンを添加して，総細胞数およびCFU－GM
数の変動を継時的に測定した．本培養系において回
収された細胞については，約55％は好中球系，35％
は単球，マクロファージ系に分化した細胞であり，
約8％の芽球と残り約2％は巨核球およびおそらく
造血前駆細胞と考えられる分類不能の単核球が観察
された．したがって総細胞数の測定は，分化した好
中球単球を主に測定していると考えられる．図2に
造血総細胞数の変動を示す．ストローマ細胞
HAS303非存在下における造血細胞の単独培養で
は，ベスナリノン添加，非添加にかかわらず細胞数
は約4週目までに急激な減少が認められる．一方
HAS303との共培養においては，造血総細胞数はベ
スナリノン添加により非添加群に比して明らかな減
少傾向が認められた（p〈0．05）．CFU－GM数の変動
についても，ベスナリノン添加，非添加にかかわら
ずHAS303非存在下においては約4週目までに急
激な減少が認められた．しかしながらHAS303との
共培養系においては，ベスナリノン添加による総山
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Fig．2ベスナリノン添加による長期骨髄培養中の
　　総細胞数の変動
　　ストローマ細胞HAS　303存在下，非存在下に
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おける長期骨髄造血細胞培養に10μg／mlベス
ナリノンを添加し，培養中の総細胞数を経時的
に測定した．HAS　303非存在下では造血細胞は
急激に減少し，造血細胞は約4週以内に消失す
る．HAS　303存在下での培養においてベスナリ
ノン添加により総細胞数はコントロールの約
1／2に減少が認められた．誤差線はmean±SD
を示し，＊はp〈0．05で有意差が認められた．
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Fig．3ベスナリノン添加による長期骨髄培養中の
　　CFU－GM数の変動
　　10μg／m1ベスナリノンを添加時の長期骨髄培
　　養中のCFU－GM数の変動を示す．総細胞数の
　　変動とは逆に，ベスナリノン添加によりCFU－
　　GM数の増加が認められる．誤差線はmean±
　　SDを示し，＊はp＜0．05で有意差が認めらた．
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胞数の変動とは逆にCFU－GM数は非添加群に比較
して有意の増加傾向が認められた（p＜0．05）（図3）．
これらの結果は造血細胞の増殖，分化にストローマ
細胞が重要であること，ベスナリノンがストローマ
細胞存在下の造血細胞増殖，分化に影響をおよぼす
こと，すなわちベスナリノンがストローマ細胞を介
して造血細胞に影響を及ぼしていることを示してい
ると考えられる．さらにベスナリノン投与により成
熟細胞数（総細胞数）が減少しているにかかわらず
前駆細胞であるCFU－GMは増加していることよ
り，ベスナリノンが前駆細胞の分化を抑制し，その
結果成熟細胞数の減少と前駆細胞の蓄積を引き起こ
していることが示唆された．また総細胞数の減少は，
培養系よりベスナリノンを除くことにより可逆的に
回復が認められ（図4），ベスナリノンの作用は細胞
毒性的な作用ではないことが示唆された．
　3）ストローマ細胞によるH：L60細胞分化の誘
　　導とベスナリノンの影響
　穎粒球一単球系細胞分化におけるベスナリノンの
抑制作用を検討するため，HL60細胞分化に対する
ベスナリノンの影響を検：試した．ヒト白血病細胞由
来のHL60細胞は，穎粒球一単球系の前駆細胞に位
置し，レチノイン酸により穎粒球系に，phorbol　dies－
terにより単球系に分化することが知られている．
HL60の穎粒球一単球への分化はストローマ細胞に
よっても支持される．穎粒球一単球の特異的分化抗
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Fig．4ベスナリノン除去時の総細胞数の変動
　　ベスナリノン添加長期骨髄培養系において，培
　　養第2週の培養液交換時にベスナリノンを除去
　　し培養を継続し，総細胞数の変動を観察した．
　　ベスナリノン除去により細胞数は増加が認めら
　　れ，約2週でコントロールレベルに回復し，ベ
　　スナリノンの作用が可逆的作用であることがわ
　　かる．誤差線はmean±SDを示す．
原であるCDllbの発現を検討した結果では，ストロ
ーマ細胞HAS303とHL60細胞を共培養すること
により，50－60％のHL60にCDllbの発現が認めら
れた．この培養系に10μg／mlのべスナリノンを添
加したところ，CDllbの発現は5－7％と明らかな抑
制が認められた．そこでこのベスナリノンの作用の
詳細を検討する目的で，ベスナリノン10μg／m1添
加，非添加時のHAS303培養上清を採取し，　HL60
単独培養にそれぞれ加えて培養後のCDllbの発現
について検討した（図5）．ベスナリノン非添加の培
養上清添加により培養6日後では約80％のHL60
にCDllbの発現が認められたのに対し，ベスナリノ
ン添加して採取したHAS303培養上清の添加では
CDllbの発現は約5％であった．　HL60単独培養に
対してベスナリノン自身を添加した場合では
CDllbの発現は変化を認めず，またHL60増殖に対
する影響も認められなかった（図6）．ベスナリノン
添加HAS303培養上清中にHL60分化に対する抑
制因子が存在するか否かを検討する目的で，HL60
分化誘導活性を有するベスナリノン非添加
HAS303培養上清とともにベスナリノン添加
HAS303培養上清あるいはベスナリノン自身を同
時にHL60細胞培養に加えてCDllbの発現を検討
した（図7）．この結果ベスナリノン添加培養上清あ
るいはベスナリノン自身ともにHAS303培養上清
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Fig．6HL　60細胞増殖におよぼすベスナリノン
　　の影響
　　HL　60細胞培養にベスナリノンを添加し，
　　HL　60増殖に対するベスナリノンの影響を検
　　討した．ベスナリノン自身にはHL　60増殖に対
　　して影響は認められない．
のHL60分化誘導作用に対しての抑制作用は認め
られず，したがってベスナリノンはストローマ細胞
であるHAS303に作用し，　HAS303からの分化誘導
因子の産生を抑制することにより穎粒球一単球系へ
の分化を抑制していることが明らかとなった．さら
にHAS303培養上清中のサイトカイン濃度を
30
，12
g
雪
IE　20
8
Qg
E　ioUも
　o
CM
Ves－CM
十
十
十　　十
十
Vesnarinone　・一　10　一　一　10　一
　Fig．7HL　60細胞分化におよぼすベスナリノン
　　　の影
　　　ベスナリノン添加，非添加HAS　303培養上清
　　　および，ベスナリノン自身を，単独あるいは同
　　　時にHL　60細胞培養に添加した．　HAS　303培
　　　養上清（CM）添加によりHL　60細胞のCD　ll
　　　b発現が誘導され，分化誘導が認められた．一方
ベスナリノン添加培養上清（Ves・CM）　には
HL　60に対する分化誘導能は認めず，またCM
との同時添加において，CMの分化誘導作用に
対する抑制作用は認められなかった．またベス
ナリノン自身にも，CMのHL　60分化誘導作用
（CDllb発現誘導）抑制活性は認められなかっ
た．
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表1ベスナリノン添加，非添加時のHAS　303培養上清中のサイトカイン濃度
sample IL－la　IL－6　G－CSF　GM－CSF　M－CSF　TNFa　INF7
（pg／ml）　（pg／ml）　（pg／ml）　（pg／ml）　（ng／ml）　（pg／ml）　（U／ml）
HAS　303
HAS　303
　十vesnarinone
sensitivity”
＊
10
4，190　256　935　2．47　　±580　±86　±204　±1．05
10，780
　±2，290
　3．2
83　168　1．39　　　±20　±39　±O．56
　　20　20　O．220
20
20
20
HAS　303はベスナリノン存在下，非存在下に培養後，培養上清を採取した．　enzyme－1inked　immunoabsorbent
assay（ELISA）法を用いてサイトカイン濃度を測定した．
＊検出感度以下．
＊＊ dLISA法における検出感度．
ELISA法により測定したところ（表1），IL－6濃度は
ベスナリノン添加により増加しているのに対して，
G－CSF，　GM－CSF，　M－CSF濃度は逆に低下が認めら
れ，ベスナリノンがストローマ細胞からのサイトカ
イン産生に対し影響していることが明らかとなっ
た．
考 察
　近年開発されたベスナリノンは，キノリノン誘導
体で，心拍数や心筋酸素消費量に影響を与えること
なく心収縮力を増強する経口の陽性変力作用薬であ
る22）．その機序としてK＋流出入の抑制1），ナトリウ
ムチャンネルの解放の持続によるナトリウム濃度の
上昇23），ホスポジエステラーゼの阻害（cAMP濃度
の上昇）によるCa2＋流入23）24）などにより活動電位
持続時間の増加により心筋収縮性が高まることが報
告されており，欝血性心不全患者に対しての有用性
が注目された．しかしながら副作用として穎粒球減
少症の発症が報告された6）～10｝．従来薬剤性下押球減
少症の発症機序としては，抗腫瘍剤などによる骨髄
機能抑制作用，抗甲状腺剤や抗生物質による中毒性
作用あるいは免疫学的機序による破壊の油鼠などが
一般的に知られている25）一’27）．しかしベスナリノンに
よる穎粒球減少は，服用後4－16週にすべての症例が
発症していること，服用中止により1－2週以内に自
然回復の認められることより従来報告されてきた穎
粒球減少症の発症機序とは異なるメカニズムの存在
が予想された6）10）．この機序を検討する目的で，骨髄
長期培養法を用いてベスナリノンの造血細胞に対す
る影響を検討した．
　長期骨髄培養法は造血微小環境を構成する重要な
因子である骨髄ストローマ細胞と造血幹細胞を共培
養することにより試験管内で4週以上にわたり造血
現象の再現が可能であり，同時にリンパ球系細胞は
この培養条件下では維持されないことより免疫学的
機構は関与しない特徴を有する14）．今回の実験で長
期骨髄培養系にベスナリノンを添加したところ，総
細胞数は減少が認められたにもかかわらず，前駆細
胞であるCFU－GM数は逆に増加が認められ，ベス
ナリノンが前駆細胞からの分化，成熟に対して抑制
的に作用していることが示唆された．この作用は造
血幹細胞単独培養時には認められず（図1），ストロ
ーマ細胞存在下においてのみ認められたことより，
ベスナリノンの抑制作用がストローマ細胞を介して
刺細胞に作用していることが予想された．さらに
HL60細胞を用いた穎粒球一単球分化誘導モデルに
おいても，ストローマ細胞を介してベスナリノンに
よる分化の抑制が認められこの抑制作用はストロー
マ細胞からのサイトカイン産生をベスナリノンが
modulateしていることに由来することが明らかと
なった．近年MatsumoriらはHL60の分化誘導因
子であるTNFαが心筋細胞に作用し，心筋収縮に
抑制的に作用すること，またlipopolysaccharide刺
激による末梢リンパ球よりのIL－1α，β，　TNF一α，
G－CSF産生をベスナリノンが抑制することを報告
している28）．今回の実験において，ELISA法による
ストローマ細胞培養上清中のサイトカインの定量で
TNF一αは検出されなかったが，ベスナリノン添加
によりストローマ細胞より前駆細胞増殖に関与する
と報告されているIL－6が増加し，分化誘導に関与す
ると報告されているG－CSF，　GM－CSF，　M－CSF産生
が低下していた事実は本薬剤の作用機序を解明する
にあたり興味深い結果と考えられる．
　ベスナリノンによる穎粒球減少症は，造血幹細胞
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分化，増殖に重要なサイトカイン産生をmodulate
することがその発症に強く関わりを持つことが示唆
され，従来報告されてきた薬剤性穎粒球減少症とは
全く異なる機序の関与が明らかとなった．このこと
は今まで原因不明であった穎粒球減少症を含む種々
の薬剤起因性の副作用の発症においても，サイトカ
イン等の生物学的活性因子の産生に関与する同様の
機序が介在していることが示唆されるものと考えら
れる．さらに今回の長期骨髄培養系は試験管内にお
ける造血現象をよく再現していること，また造血に
対する種々のfactorの関与の解析に有用であるこ
とが示された．
結 論
　1．経口強心薬ベスナリノンによる穎粒球減少症
発症機序について，長期骨髄培養法を用いて検討し
た．
　2．ストローマ細胞存在下における培養におい
・て，ベスナリノン添加により成熟穎粒球数は減少を
認めたが，より未熟な前駆細胞に関しては逆に増加
が認められた．
　3．ベスナリノンはストローマ細胞依存性の
HL60細胞の穎粒球一単球への分化に対しても抑制
的に作用した．
　4．ベスナリノン添加によりストローマ細胞より
のサイトカイン産生が変化しその結果成熟細胞への
分化障害が発生していることが示唆された．
　5．サイトカイン産生障害による造血障害の発症
という血液学における新しい概念が提唱された．
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The　Mechanism　of　Vesnarinone－lnduced　Agranulocytosis
Masaya　NAGASU
Department　of　lnternal　Medicine，　Tokyo　Medical　College
　　Vesnarinone，　an　oral　therapeutic　agent　for　cardiac　failure，　causes　agranulocytosis　as　a　side　effect．　To
elucidate　the　mechanism　of　occurence　of　agranulocytosis，　we　examined　the　effect　of　vesnarinone　on
granulopoiesis　sing　an　in　vitro　long－term　bone　marrow　ulture　system　in　which　hemopoietic　stem　cellsand
bone　marrow　stromal　cells　were　co－cultured．　Addition　of　vesnarinone　to　the　co－culture　decreased　the　total
number　of　hemopoietic　cells，　mainly　composed　of　matured　granulocytesand　macrophages，　but　increased
the　number　of　granulocyte－macrophage　progenitor　cells（CFU－GM）compared　with　untreated　controls．
Theagent　also　inhibited　the　stromal－cell－dependent　differentiation　of　HL60　cells，　a　myelo－monocytic
progenitor　cell　line．　Differentiation　of　CFU－GM　was　induced　by　removing　the　agent　from　the　co－culture
medium，　indicating　that　the　e脆ct　of　vesnarinone　was　reversible．　The　agent　did　not　directly　af〔bctproli艶r－
ation　and　differentiation　of　these　cells．　Conditioned　media　of　stromal　cells　hadthe　ability　to　induce
differentiation　of　HL60　cells．　Treatment　of　stromal　cells　with　vesnarinone　repressed　the　inducible　activity，
indicating　that　the　agent　inhibited　stromal　cells　producing　a　soluble　factor　（s）　required　for　differentiation
of　GFU－GM．　To　our　knowledge，this　is　the　first　report　that　a　chemical　agent　caused　a　hemopoietic
disorder，　agranulocytosis，through　the　impairment　of　stromal　cell　function．
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